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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein virussicherem stabiles pharmazeutisches Praparat bestehend aus wenigstens 70%, 
bevorzugt 90% humanem monomerem Immunglobulin A (IgA) und ein Verfahren zu seiner Herstellung. 

5 [0002] Immunglobuline (Ig) sind spezifische Abwehrproteine im Blutplasma, der Lymphe und in anderen Korperse- 
kreten alter Wirbeitiere. Die Immunglobuline werden von B-Lymphocyten synthetisiert. Die monomeren Immunglobu- 
line bestehen aus je zwei L (light) und H (heavy)- Ketten, die durch Disulfid-Brticken miteinander verbunden sind. Die 
Immunglobuline sind Glycoprotein e, die als Antikorper fungieren, und deren Bildung durch Antigene induziert wird. 
Mengenmassig machen sie ca. 20 % des gesamten Plasma- Proteins aus. Von den Immunglobulinen wurden beim 

10 Menschen bisherS Hauptklassen identifiziert (IgA, IgD, IgE, IgG und IgM), die sich in ihren H-Ketten, in ihrer Serum- 
Konzentration, dem Molekulargewicht (ca. 146000 bis 970000), dem Kohlenhydrat-Gehalt, der elektrophoretischen 
Beweglichkeit und in ihren biologischen Eigenschatten unterscheiden. Die Hauptklassen IgA und IgG lassen sich noch 
in Subklassen unterteilen (z.B. lgA1, lgA2). Die Vielfart der Immunglobulin-Klassen und -Unterklassen sowie deren 
vietfaltige, unterschiedliche Spezifital in der Bindung von Antigenen kommt durch Komblnation verschiedener vorhan- 

15 dener genetlscher Bauteiie zustande. Auf der induzlerten Bildung von Immunglobulinen beruht die aktrve Immunisie- 
rung, wahrend bei der passiven Immunisierung gegen verschiedene Virus- und Bakterien infektionen vorab gebildete 
Immunglobuline zugefuhrt werden. 

[0003] Immunglobulin A (IgA) stellt die Hauptantikdrperklasse in ausseren Sekreten wie Spelchel, TranenflOsslgkeit 
und dem Schleim des Bronchial- und des Intestinaltraktes dar. Somit dient Immunglobulin A als eine der ersten ver- 
20 teidigungslinien gegen bakterielle und virale Antigene. 

[0004] Zur Prophylaxe und Behandlung bakterieller und viraler Infektionen wurden bereits pharmazeutische Zusam- 
mensetzungen auf der Basis von Immunglobulinen, z.B. von Immunglobulin A, vorgeschlagen und verwendet (vgl. z. 
B. die JP-A-57-59815). 

[0005] IgA kann von einem Rezeptor, der sekretorlschen Komponente, durch die Epitheizellen hindurch von der 

25 Blutseite zur extrazellulaYen Seite transportiert werden. 

[0006] In der reinen monomeren Form besteht IgA aus zwei leichten (L) und zwei schweren (H) Ketten; in derdimeren 
sekretorischen Form sind zwei solche Monomere durch die sogenannte J-Kette (joining chain) zusammengekoppett. 
In den Sekreten der Schleimhaute und DrQsen kommen vor allem Dimere mit einer zusatzlichen sekretorischen Kom- 
ponente (sogenannte SC-Komponente) vor. 

30 [0007] In Losung liegt IgA als IgA-Monomer im Gleichgewicht mit IgA-DImer vor. In diesem GJeichgewicht betrfigt 
der Anteil an dimerem IgA maximal etwa 25 % des Gesamt-lgA. 

[0008] IgA besteht aus zwei Subklassen, lgA1 und lgA2, die in einem nativen Verhaltnis von etwa 80 Gew.-% zu 20 
Gew.-% vorliegen. 

[0009] Dieses Verhaltnis kann im Rahmen einer Isolierung ver&ndert werden. Das native Verhaltnis von kappa-zu 

35 lambda-Leichtketten in einem Immunglobulinpraparat betragt etwa 1:1. 

[0010] IgA stellt nur ca. 3 - 4 % des Gesamtproteins von normalem humanem Serum dar. Da IgA eine ausgeprelgte 
Tendenz zur Komplexbildung und Aggregation wahrend der Reinigung besitzt, ist die Isolierung des monomeren IgA 
aus Serum meist mit geringen Ausbeute verbundene. Unter den zahlreichen Herstellungsverfahren sind bislang nur 
wenige bekannt, die auch fur eine grosstechnische Produktion geeignet sind. 

40 [0011] Hauptverunreinigungen der IgA-Praparationen sind die verschiedenen Unterklassen von Immunglobulin G, 
deren Abtrennung zusatzliche, die Ausbeute an IgA weiter vermindemde, Reinigungsmethoden erfordern. 
[001 2] Die bekannten und gangigen Methoden zur Reinigung von Immunglobulinen beruhen zumeist auf Unterschie- 
den in den physikalischen Eigenschaften, wie z.B. Loslichkeit in wasserigen Systemen (Reinigung durch fraktionierte 
Fallung), Anteil an Ladungen (Reinigung durch lonenaustauschchromatographie), oderUnterschieden in der Molekul- 

45 grdsse (Reinigung durch Molekularausschlusschromatographte). 

[0013] In der JP-A-57-59815 wird eine Reinigung von Immunglobulinen aus humanem Ausgangsmaterial beschrie- 
ben. Dabei wird nach vorausgehender Fallung mit Ammoniumsulfat eine Gelfiltration an Sephacryl© S-200 und an- 
schliessend zur Abtrennung des IgG von IgA eine Affinitatschromatographiedurchgefuhrt. Aufgru n d der sehr ah n lichen 
Molekulargewichte von monomerem IgA und IgG (lgA:162 kD, lgG:153 kD; vgl. J.F. Heremans, Immunglobulin A, in: 

so The Antigens, Vol. 2 [1 974], Seite 365-522; Academic Press New York) ist eine Isolierung von monomerem IgA aller- 
dings schwierig. Obwohl das gereinigte IgA als aktlver Bestandteil in pharmazeutischen Zusammensetzungen ver- 
wendet wird, und zur Reinigung humanes Ausgangsmaterial eingesetzt wird, werden gemass JP-A-57-59815 keine 
Massnahmen zur Inaktivierung von Viren beschrieben. Zudem liegt das IgA in Kapseln oder Pellets vor, die keinem 
Verfahren zur Inaktivierung von Viren unterzogen werden konnen und im speziellen nicht hitzebehandelt werden kdn- 

55 nen. 

[0014] A. Collard et al., Ann. Rech. Vet. 15 (4) (1984) 497-501 beschreiben eine Reinigung der Immunglobuline A, 
G und M aus Rinderblutserum Oder aus Colostrum mittels Gelfiltration an Sephacryl® S-300. Durch dieses Verfahren 
kann IgA auch aus Blutserum erhalten werden. Die Ausbeute ist aber gering und das Endprodukt ist uberdies mit IgGI - 
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und lgG2-Subklassen verunreinigt; ausserdem gelingt eineTrennung zwischen IgA und IgG aus Serumproben schlech- 
ter ais aus Colostrum. In Colostrum allerdings liegt IgA primar als sekretorisches IgA vor, welches aus elnem Komplex 
von IgA-Dimeren und zusatzlichen Protein ketten besteht. 

[0015] NachJ.R. Patterson etal., J.clin. Path. 28 (1975) 670-673, werdenzweiunterschledllcheGelfiltratlonsmedlen, 
namlich Sephadex® G-200 und Bio-Gel® A-5M , zur Trennung von Immunglobulinen aus Seren verwendet. Bei der so 
erhaltenen IgA-Fraktion handelt es sich aber nlcht urn elne monomere IgA-Praparatlon, sondern um elne IgA-Prapa- 
ratlon mit hohem Molekulargewicht. 

[0016] Ein Problem bel Verwendung von humanem Ausgangsmaterial fur die Herstellung von Immunglobulinen ist 
jedoch die Virussicherhelt des erhaltenen Produktes. Trotz Spenderauswahl und Testung der Einzelspenderplasmen 
ist nicht auszuschliessen, dass z.B. aufgrund der geringen Empf indlichkelt mancher Tests noch Infektiose Krankheits- 
erreger, insbesondere Hepatitisviren Oder Retroviren, wie HIV, im Spenderpool vorhanden sind. 
[0017] Obwohl bei der Herstellung einer Immunglobulinpraparation durch fraktionierte Alkoholfallung nach Conn eine 
Abreicherung/lnaktivierung von Viren um mehr als 1 0 15 Einheiten erfolgt (vgl. z.B. Weils et a!., Transfusion 26 (1 986) 
210-213), besteht, insbesondere bei Anwendung eines neuen Reinigungsverfahrens, immer noch die Gefahr einer 
unzureichenden Wen inaktivierung, d.h. einer nicht ausreichenden Virussicherhelt. 

[001 8] Um eine ausreichende Inaktivierung von Viren zu erreichen, kann beispielsweise eine Hitzebehandlung durch- 
gefuhrt werden. Gegenuber anderen Verfahren zur inaktivierung von Viren, wie beispielsweise einer Behandlung mit 
einem Solvens/Detergens-System nach EP-B-01 31 740, hat die Hitzebehandlung den Vorteil, dass auch nlcht-lipidum- 
hQllte Viren, wie beispielsweise Hepatitis A Viren, inaktiviert werden. 

[0019] Ein Nachteil der Hitzebehandlung, aber auch anderer Verfahren zur Inaktivierung von Viren, ist es jedoch, 
dass ein wesentlicher Anteil an IgA muitlmerisiert bzw. polymerisiert werden kann. 

[0020] Bei gangigen Verfahren zur Inaktivierung von Viren und speziell bei der Hitzebehandlung muss mit einer 
Aggregatbildung der Immunglobuline gerechnet werden. Derartige Aggregate verursachen aber u.a. eine Erhohung 
der antikomplementaren Aktivitat und damit UnvertrSglichkeitsreaktionen nach intravendser Verabreichung. Deshalb 
wird bei einigen Relnlgungsverfahren, in denen ein Schritt zur Inaktivierung der Viren oder im speziellen eine Hitze- 
behandlung durchgefuhrt wird, in Gegenwart von Stabilisatoren gearbeitet. 

[0021] Eine Hitzebehandlung in Gegenwart von Stabilisatoren wird z.B. in der EP-B-0177836 beschrieben; danach 
wird ein lyophilisiertes Immunglobulin-G mit einem Feuchtigkeitsgehalt von 3 % oder weniger unter Zusatz eines Sta- 
bilisators 10 Minuten bis 200 Stunden lang auf 30° C bis 100 °C erhitzt. Der Stabilisator schiitzt die relativ labilen 
Immunglobuline vor Denaturierung und erhalt somit deren biologische Aktivitat. 

[0022] Ein Nachteil der Hitzebehandlung in Gegenwart von Stabilisatoren ist es aber, dass diese Stabilisatoren dann 
auch im Endprodukt enthaften sind und deshalb anschlfessend abgetrennt werden mOssen. 

[0023] Eine Hitzebehandlung ohne Stabilisatoren wird z.B. in der EP-B-0159311 beschrieben. Danach werden die 
Blutprodukte in f euchtem (zwischen 5 und 70 % Wassergehalt) festen Zustand wahrend einer Sekunde bis 1 00 Stunden 
erhitzt. Anstelle von Wasser konnen auch hydroxylgruppenhaltige Verbindungen, wie z.B. Methanol, Ethanol oder 
Mannit, verwendet werden. 

[0024] In dem US-Patent 5,528,177 wird eine Methode zur Herstellung einer IgA angereicherten Preparation be- 
schrieben. Dabei werden aber IgA Antikorper im allgemeinen aufgereinigt und nicht speziell monomere IgA Antikorper. 
Des Weiteren enthalten a lie in diesem Dokument beschriebenen Praparationen mindestens 30 bis 40% IgG. 
[0025] EP-A-0525502 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von virusinaktMerten Immunglobulinlosungen. Diese 
Losungen konnen intravenos injiziert werden und sind virusfrei. 

[0026] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein pharmazeutisches Praparat enthaltend humanes virussicheres 
monomers Immunglobulin A (IgA) bereitzustellen, das im wesentlichen frei von Immunglobulin G (IgG) ist, und das auf 
einfache und slchere Weise erhalten werden kann, und mh dem sich die vorstehend im Zusammenhang mit dem Stand 
der Technik aufgezeigten Probleme vermeiden lassen. Diese Aufgabe wird mit dem Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung gelost. 

[0027] Gegenstand der Erfindung ist ein pharmazeutisches Praparat enthaltend virussicheres monomeres IgA ge- 
mass Patentanspruch 1 , das im wesentlichen frei ist von IgG und durch Reinigung einer Immunglobulin-haltigen Frak- 
tion und DurchfOhrung eines Verfahrens zur Inaktivierung von Viren erhaltlich ist. 

[0028] "Im wesentlichen frei von IgG" bedeutet, dass der Anteil an IgG am Gesamtimmunglobulin weniger ais 10 
Gew.-% betragt, und vorzugsweise weniger als 5 Gew,-%, und insbesondere weniger als 3 Gew.-%. 
[0029] Vorzugsweise ist das monomere IgA auch im wesentlichen frei von IgG-Dimeren. °lm wesentlichen frei von 
IgG-Dimeren" bedeutet dabei, dass der Anteil an IgG-Dimeren am Gesamtimmunglobulin kleiner ais 5 Gew.-% ist, und 
vorzugsweise kleiner als 3 Gew.-%, und insbesondere unter der Nachweisgrenze der Radialimmundiff usion (RID) iiegt. 
[0030] Das erfindungsgemass hergestellte und verwendete humane virussichere monomere IgA ist vorzugsweise 
auch frei von Fibrinogen und/oder frei von Plasminogen. Frei von Fibrinogen und/oder Plasminogen bedeutet dabei, 
dass diese Verunreinigungen mit herkommlichen Tests, wie z.B. mittels Radialimmundiff usion (RID), Gerinnungstests 
oder Fibrinolysetests, nicht nachweisbar sind. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass in den erfindungsgemassen 
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Praparaten und diese enthaltenden pharmazeutischen Zusammensetzungen kein Stoff enthalten ist, der bei der Ver- 

abreichung des Immunglobulins den Organlsmus zusfitzlich belasten konnte. 

[0031] Bevorzugte AusfOhrungsformen davon sind Gegenstand der Anspruche 2 bis 7. 

[0032J Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren gemass Anspruch 8 zur Herstellung elnes virussfcheren 
5 stabilen pharmazeutischen Praparat bestehend aus wenigstens 70%, bevorzugt 90% humanem, monomerem IgA. 
[0033] Zweckmassige Ausgestaltungen dieses Verfahrens sind Gegenstand der Anspruche 9 bis 1 7. 
[0034] Nach dem erfindungsgemassen Verfahren ist es uberraschenderweise mdglich, ein IgA, das im wesentlichen 
frei ist von IgG zu erhalten, das als monomeres IgA vorliegt und als virussicher angesehen werden kann, d.h. die 
Infektion mit Viren nach Anwendung dieses Produktes kann ausgeschlossen werden. 
10 [0035] Unter monomerem IgA wird erfindunsgemass ein IgA-Praparat verstanden, das mindestens 96 Gew.-% mo- 
nomeres IgA, bezogen auf die Gesamtmenge an IgA, enthfiit. Der Anteil an monomerem IgA in dem stabilen pharma- 
zeutischen Praparat betragt vorzugsweise wenigstens 70%, am meisten bevorzugt 90%. Aufgrund der hohen Tendenz 
von Immunglobulinen, bei der Behandlung mit chemischen Substanzen, wie sie in Verfahren zur Inaktivierung von 
Viren verwendet werden oder auch bei Hitzebehandlung, Aggregate zu bilden, bestand gegenuber einer Behandlung 
zur Inaktivierung von Viren und im speziellen einer Hitzebehandlung bisher eher ein Vorurteil. Uberraschenderweise 
wurde nun gefunden, dass nach dem erfindungsgemassen Verfahren auch bei der Durchfuhrung eines Verfahrens zur 
Inaktivierung von Viren gemass Verfahrensstufe (b) das igA keiner Aggregatbildung unterllegt, auch wenn beispiels- 
weise eine Hitzebehandlung ohne Zusatz ublicher Stabilisatoren, wie z.B. von Kohlenhydraten oder Aminosauren, 
durchgefOhrtwird. Eine bevorzugte Ausfuhrungsformsiehteine Hitzebehandlung vor, und speziell die Hitzebehandlung 
20 in Losung, wobei Pofyethylenglykol in einer nicht-prazipitierenden Menge zur Verbesserung der Virusinaktivierenden 
Wirkung vorliegt. Dabei ist die Verwendung von niedermolekularem PEG bevorzugt. 

[0036] Das im erfindungsgemassen Verfahren elngesetzte, humanes IgA enthaitende Ausgangsmaterial ist vorzugs- 
weise humanes Blutserum, Plasma und/oder Plasmafraktionen. 

[0037] Zweckmassigerweise werden das Plasma und/oder die Plasmafraktionen nach der Methode von Conn mit 
2s Ethanol behandelt, und die Cohn II + lll-Fraktion wird als Ausgangsmaterial eingesetzt. 

[0038] Das IgA-enthaitende Ausgangsmaterial wird mittels Gelpermationschromatographie und/oder eine thiophile 
Chromatographie gereinigt. Das IgA-enthaftende Ausgangsmaterial kann auch vorgereinigtsein, beispielsweise durch 
eine Failung mit Ethanol, Polyethylenglykol und/oder Ammo niumsu If at, und/oder durch ein weiteres chromatographi- 
sches Verfahren, z.B. unter Elnsatz eines lonenaustauschers, einer Adsorption an Hydroxylapatit, und/oder Dextran- 
30 sulfat und/oder eine Reinigung an Heparin-Sepharose®. Weitere Reinigungsmethoden umfassen eine Failung verun- 
reinigender Proteine mit ZnS0 4 oder Rivanoi. Durch eine solche Vorreinigung konnen die fur die wefteren Schritte 
bendtigten Chromatographiematerialien, beispielsweise das in der GelperrneatioiTschromatographie verwendete Gel, 
geschont werden. Dadurch kann eine langere Verwendung der ChromatographiesSule erreicht werden, weshalb sich 
das erfindungsgemasse Verfahren auch besonders fur einen Einsatz im grosstechnischen Massstab elgnet. 
[0039] Zur Abtrennung von IgG-Dimeren wird vorzugsweise zusatzlich eine Affinitatschromatographie durchgefuhrt, 
z.B. an immobilisiertem Protein A oder G, oder an anti-IgG Antikdrper, welche an eine feste Matrix gekoppelt sind. 
[0040] Diese zusatzliche Affinitatschromatographie kann vor der Verfahrensstufe (a), zwischen der Verfahrensstufe 
(a) und (b) und/oder nach der Verfahrensstufe (b) durchgefuhrt werden;.. zweckmassigerweise wird sie vor oder nach 
der chromatographischen Reinigung durchgefuhrt. 
40 [0041] Zur Durchfuhrung eines Verfahrens gemass Verfahrensstufe (b) wird das in den vorausgehenden Stufen 
erhaftene Produkt zweckmassigerweise in geloster oder fester Form eingesetzt. Bei einer Hitzebehandlung in fester 
Form besitzt das der Hitzebehandlung zu unterziehende Produkt vorzugsweise einen Feuchtigkeitsgehalt von 5 bis 
70 Gew.-%. In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform wird als feste Form ein Lyophilisat eingesetzt. Wird gemass 
Verfahrensstufe (b) eine Hitzebehandlung durchgefuhrt, so erfolgt diese vorzugsweise bei einer Temperatur im Bereich 
zwischen 40 *C und 80 °C und Insbesondere im Bereich zwischen 50 *C und 65 °C. Die Hitzebehandlung wird dabei 
mindestens zu einem fur die Inaktivierung von Viren ausreichend langen Zeitraum durchgefuhrt, und vorzugsweise 
wahrend einer Dauer von 30 Minuten bis 1 0 Stunden. Vorzugsweise erfolgt die Hitzebehandlung als Dampfbehandlung 
und insbesondere nach einem in der EP-A-0159311 beschriebenen Verfahren. ' 
[0042] Ausser einer Hitzebehandlung kdnnen aber auch alle anderen Verfahren zur Inaktivierung von Viren verwen- 
det werden. So kann beispielsweise eine Solvent/Detergenz-Behandlung nach EP-B-0-131 740 oder eine Detergenz- 
Behandlung nach EP-B-0 050 061 angewendet werden. Auch Methoden, die eine UV-Bestrahlung zusammen mit 0- 
Propiolacton als Verfahren zur Inaktivierung von Viren beinhalten, sind geeignet. 

[0043] Als weitere Verfahren, Immunglobulin-haltige Fraktionen einem Verfahren zur Inaktivierung von infektiosen 
Agenzien zu unterwerfen, sind chemische oder physikalische Behandlungen in Gegenwart eines Polyethers zielfuh- 
rend, wie dies in DE-44 34 538 beschrieben ist. Als Polyether kommen zu diesem Zwecke Polyhydroxyether, wie 
beispielsweise Polyalkylengrykol, und insbesondere Polyethylen- oder Polypropylenglykol in Frage. 
[0044] Als weitere Moglichkeit zur Inaktivierung vermehrungsfahiger Krankheitserreger soil auch die Verwendung 
neutraler Peptidhydrolasen, wie beispielsweise Trypsin oder Chymotrypsin, gemass EP-B-0247998, erwahnt werden. 
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[0045] Es kann auch zweckmassig sein, die Hitzebehandlung mit einem oder mehreren anderen zur Vireninaktivie- 
rung bekannten und Oblichen Verfahren zu kombinieren, und insbesondere mit einer UV-Bestrahlung, Behandlung mit 
Tensiden, und/odermit einer Behandlung mlt einem Solvens/Detergent-System. Die einzelnen Verfahrensschritte kdn- 
nen dabei glelchzeitig (z.B. Hitzebehandlung unter glelchzeitiger UV-Bestrahlung), oder In beliebiger Relhenfolge hln- 
tereinander erfolgen. 

[0046] Durch eine Komblnation der Hitzebehandlung mit einem oder mehreren anderen Verfahren zur Virusinakti- 
vierung lassen slch die unterschiedlichen Wirkungsmechanismen, die bei diesen Inaktivierungsverfahren wirken, ein- 
setzen, wodurch die Virussicherheit des Produktes noch weiter erhdht werden kann. 

[0047] Vor der Hitzebehandlung kann zweckmasslgerweise auch eine Dialyse gegen Wasser durchgefuhrt werden, 
wodurch sich gegebenenfalls noch vorhandene Verunrelnigungen, und insbesondere gegebenenfalls eingesetzte oder 
vorhandene stabilisierende Substanzen, weitgehend entfemen lassen. 

[0048] Wird gemass Verfahrensstuf e (a) eine Gelpermeationschromatographie durchgefuhrt, erfolgt die Auftrennung 
von Molekulen aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargrdsse, wobei das Gel als Molekularsieb wirkt. Die Durch- 
fuhrung einer Gelpermeationschromatographie 1st deshalb normalerwelse unabh§ nglg von der angewandten lonen- 
starke. Als Materialien fur die Gelpermeationschromatographie kdnnen fur die Gelpermeationschromatographie Gblf- 
che Materialien eingesetzt werden, z.B. Superose®, Sephacryl®, Sepharose® oder Sephadex®. 
[0049] Beim erfindungsgemassen Verfahren hat sich nun uberraschenderweise gezelgt, dass eine Trennung des 
IgG von monomerem IgA an einigen zur Gelpermeationschromatographie verwendeten Materialien auch von der lo- 
nenstaYkeabhangig ist. Daraus istzu schliessen, dass bei sotehen Gelen noch zusalzliche Wechselwirkungen hydro- 
phi i/hydrophober und/oder elektrostatischer Art zur Wirkung kommen. 

[0050] Vorzugsweise wird deshalb erf indungsgemass eine hydrophil/hydrophobe und/oder elektrostatische Gelper- 
meationschromatographie durchgefuhrt, d.h. eine Gelpermeationschromatographie, in der eine Matrix verwendet wird, 
die gleichzeitig auch eine hydrophil/hydrophobe bzw. elektrostatische Interaktions- und Affinitatswirkung aufweist. Da- 
mit lasst sich eine hervorragende Trennung von IgG und IgA erzielen, die uberraschenderweise besser ist als unter 
Verwendung eines vorstehend genannten Oblichen Materials fQr die Gelpermeationschromatographie. 
[0051] FOr die Gelpermeationschromatographie wird erfindungsgemass vorzugsweise eln Gel aus quervemetzter 
Agarose, wie es fur die Fast Protein Liquid-Gelchromatographie (FPLO®) von Biomolekulen eingesetzt wird, z.B. Su- 
perdex® oder Superose® (beide von Pharmacia), Oder ein Gel aus einem synthetischen Material verwendet. 
[0052] Anstelle der Gelpermeationschromatographie kann auch eine thlophile Chromatographic durchgefuhrt wer- 
den, und auch die Kombination beider Reinigungsverfahren ist m6glich. Geeignete Adsorbentien fOr die thiophile Chro- 
matographic sind bevorzugterweise sogenannte T-Gele auf Basis von Kohlenhydraten oder synthetischen Tragerma- 
terlalien, welche Strukturen, wie R-S0 2 -CH 2 - Oder R-S-CH 2 -CH 2 -SQ 2 - enthalten und gegen schwefelhaltige Strukturen 
des Proteins gerichtet sind. 

[0053] Die Adsorption von Plasma oder einer Plasmafraktion an einer thiophllen Matrix und die anschliessende Elu- 
tion einer Fraktion, enthaftend monomeres IgA, stellt auch ein geeignetes Verfahren zur Herstellung einer monomeres 
IgA enthaitenden Preparation dar. 

[0054] Als humanes virussicheres monomeres IgA wird ein solches hergestellt und verwendet, das im wesentlichen 
frei ist von IgG. 

[0055] Im erfindungsgemass hergestellten und verwendeten IgA liegen die SubWassen lgA1 und lgA2 vorzugsweise 
in einem Verh3ltnis vor, dass der Zusammensetzung von nativem IgA entspricht. 

[0056] Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls eine pharmazeutlsche Zubereitung, die ein humanes virussicheres 
monomeres IgA, gegebenenfalls zusammen mit Oblichen pharmazeutischen Trager- und/oder VerdGnnungsmitteln 
enthalt. 

[0057] Durch Verwendung des erfindungsgemass herstellbaren IgA ist es moglich, eine pharmazeutlsche Zusam- 
mensetzung bereitzustellen, die stabil und virussicher Ist, und die auch noch zusatzlich hitzebehandelt werden kann. 
[0058] Die erfindungsgemasse phamriazeutische Zusammensetzung kann neben dem IgA auch noch andere aktive 
Bestandteile (Wirksubstanzen) enthalten, sofem sie mit IgA kompatibel sind und fur die Zweckbestlmmung der phar- 
mazeutischen Zusammensetzung geeignet und zweckmassig sind. 

[0059] Die erfindungsgemassen pharmazeutischen Zusammensetzungen sind insbesondere zur Vorbeugung und 
Behandlung von Entzundungen, Infektionen und/oder Allergien geeignet. 

[0060] Als pharmazeutlsche Trager- und Verdun nungsmittel kdnnen hierfur ubliche pharmazeutisch annehmbare 
Trager- und Verdun nungsmittel verwendet werden. 

[0061] Die Herstellung der pharmazeutischen Zusammensetzungen erfolgt nach bekannten und an sich Oblichen 
Verfahren, und richtet sich insbesondere nach der Art der beabsichtigten Darreichungsform. 

[0062] Die Verabreichung von IgA kann auf lokalem, mukosalem, z.B. oralem oder systemischem Weg durchgefuhrt 
werden. 

[0063] Die Dosierungen hangen vom Verabreichungsweg und der Haufigkert der Verabreichung ab, sowie vom Aus- 
mass und der Schwere der Erkrankung, z.B. Entzundung. Wenn hohe Gesamtdosen an IgA verabreicht werden, Ist 
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es oft bevorzugt, das IgA in mehreren kleineren Dosierungsmengen wahrend des Tages verteilt zu verabreichen. Diese 
Uberlegungen im Hinbllck auf die Dosierung und den Verabrelchungsweg sind einem Fachmann auf diesem Gebiet 
allgemein bekannt. 

[0064J IgA kann z.B. oral (normalerweise 1 bis 10 g/Tag Oder, in schweren Fallen, mehr) vorzugsweise In 3 oder 
mehr Dosen erfolgen. 

[0065] Immunglobulin kann auch mukosal verabreicht werden, z.B. mittels Inhalationen (bis zu 1 0 ml/Tag, 1 0 bis 1 00 
mg IgA/ml), oder nasal (15 bis 200 mg/ml) mittels Sprays oder Tropfen, oder lokal durch Intraartikulare Injektionen (die 
nach Bedarf 1 bis 5 ml einer Losung von 10 bis 100 mg IgA/ml enthatten). Andere Verabreichungswege umfassen 
Suppositorien (1 00 bis 1 000 mg/lgA/Dosis) und transdermale Pflaster. Transdermale Pflaster konnen verwendet wer- 
den, urn Hautentzundungen zu behandeln. 

[0066] Als Darrelchungsformen kommen insbesondere solche in Frage, die fur die Vorbeugung und Behandlung von 
Virusinfektionen ublich sind, und insbesondere orale Darreichungsformen, wie z.B. Kapseln, Tabletten, Granulate, 
Pellets, Mini-Pellets, Mikrokapseln, die zur Behandlung von viralen Darminfektionen vorzugsweise mit einem dafur 
Qblichen magensaftreslstenten, darmlos lichen Oberzug versehen sind, 

[0067] Fur eine prophylakllsche und therapeutische Behandlung beim Menschen betrfigt die tagliche Verabrei- 
chungsdosis der erfindungsgemassen pharmazeutischen Zusammensetzungen in der Regel 1 0 bis 5000 mg, bezogen 
auf das erfindungsgemasse monomere IgA. Sie richtet sich aber insbesondere auch nach dem Allgemeinzustand und 
Alter des Patienten, und nach der Schwere der Erkrankung. 

[0068] Die nachfolgenden Beispiele sollen nun die Erfindung naher erlautern, ohne sie darauf zu beschranken. 
[0069] Nachfolgend sind die den Beispielen zugeordneten Abbildungen und ihre Bedeutung angegeben: 

Abb. 1 
Bsp. 1 

Saule: Superde<8> 200 HR 35/600 

Praparativer Lauf zur Isolierung von IgA aus Cohn III NS 

Abb. 2 
Bsp. 1 

Saule: Superdex®200 HR 10/30 
Analyse des Endproduktes (IgA) 

Abb. 3 
Bsp. 2 

IgA: Gelelektrophorese/ Densitometrie 

Abb. 4 
Bsp. 3 

IgA: Gelelektrophorese/ Densitometrie 

Abb. 5 
Bsp. 4 

IgA: Gelelektrophorese/ Densitometrie 

Abb. 6 
Bsp. 4 

Saule: Superdex® 200 HR 10/30 

IgA Endprodukt (°M° Monomere, "D" Dimere, "A" Aggregate) 

Abb. 7 
Bsp. 6 

E.Coli beladen mit IgA 

X-Achse: Intensitat der Fluoreszenz 

Y-Achse: Anzahl der detektierten Bakterien 
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Abb. 8 
Bsp. 7 

Saule: Superdex® 200 HR 10/30 

IgA nacb Lyophilisation in PBS rekonstituiert 

Abb. 9 
Bsp. 8 

Saule: Superdex 200(8) HR 10/30 

IgA nach Hitzebehandlung (60 °C, 30 min) 

Abb. 10 
Bsp. 8 

Saule: Superdex 200® HR 1 0/30 

IgA nach Hitzebehandlung (40 °C, 8 Std.) 

Abb. 11 
Bsp. 8 

Saule: Superdex 200® HR 10/30 

IgA nach Hitzebehandlung (40 °C, 8 Std. + 50 °C, 8 Std.) 

Abb. 12 
Bsp. 9 

Sfiule: Superdex 200® HR 10/30 

IgA und IgG Auftrennung mit Laufpuffer: PBS (0,15 M NaCI) 

Abb. 13 
Bsp. 9 

Saule: Superose® 6 HR 10/30 

IgA und IgG Auftrennung mit Laufpuffer: PBS (0,15 M NaCI) 

Abb. 14 
Bsp. 9 

Saule: Superdex® 200 HR 10/30 

IgA und IgG Auftrennnung mit Laufpuffer: PBS ad 2 M NaCI 

[0070] Bei alien Saulenlaufen stellt die x-Achse das Elutionsvolumen in ml dar. 
[0071] Es wurden die folgenden Abkiirzungen verwendet: 

OD ... optische Dichte 

Hp ... Haptoglobln-Unterelnhelten 

LC... leichte Kette 

HC ... schwere Kette 

M ... Monomere 

D ... Dimere 

A ... Aggregate 

PBS .. Phosphat buffered saline 
BEISPIEL 1 

[0072] Wie in der Patentanmeldung EP 0506 651 beschrieben, wird aus humanem Plasma eine Cohn ll+lll-Fraktion 
hergestellt, die mit einem Phosphat-Acetat-Puffer extrahiert wird. Dieses Material wird mit Athanol bei einem pH-Wert 
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von 5,3 und bei -2°C auf eine Konzentration von 12% versetzt, wobei sich ein Niederschlag bildet, der abgetrennt und 
bei -20°C gelagert wird. Dlese bei -20°C gelagerte Paste wird nun folgendermassen behandelt: Pro Gramm Paste 
werden 25 ml einer 0,9 % NaCJ Losung, die 10 mg Sojabohnen Trypsin Inhibitor (Sigma, St. Louis, MO, USA; Typ I- 
S) pro ml enthalt, zugesetzt. Die Paste wird durch Ruhren bei 4°C uber Nacht In Suspension gebracht, wobei ein Teil 
der Proteine gelost wird. Die Suspension wird 60 min mit 1 8900 x g bet 4°C zur Abtrennung der unloslichen Bestandteile 
abzentrif ugiert. Der Niederschlag wird verworfen. Der Oberstand wird mit Heparin-Sepharose CL-6B (Pharmacia-LKB, 
Uppsala, Schweden) versetzt und Qber Nacht bei 4°C gerQhrt. Dann wird das Gel ttber ein Nylonfilter (85 mm Ma- 
schenweite) vom Oberstand getrennt. Das Gel wird 2 x mit 0,9 % NaCI Losung gewaschen (jeweils mit 1/4 des Pro- 
benvolumen). Oberstand und Waschflussigkeiten werden vereinigt. 

[0073] Das von der Heparin Sepharose® CL-6B nlcht gebundene Material wird mit einer Fliessgeschwindigkeit von 
1 ,3 ml/min Qber eine Lysin Sepharose® 4B (Pharmacia-LKB) Saule (ID = 2,6 cm; 58 ml Gel), die in einem Puffer 
bestehend aus 50 mM Natriumphosphat + 150 mM NaCI, pH 7,5 aquilibriert ist, gepumpt. Das ungebundene Material 
wird fur die weitere IgA Isolierung verwendet. 

[0074] (Das an die S&ule gebundene Plasminogen kann nach elnem weiteren Waschschritt mit 1 00 ml eines Puffers 
bestehend aus 50 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCI, 0,2 M Epsllon-Aminocapronsaure, pH 7,5 eluiert werden.) 
[0075] Das Lysin Sepharose-ungebundene Material wird durch eine Fallung mit Dextransulfat (Sigma; Natrium Salz; 
MW: ca. 5000) von Lipoproteinen befrelt: Dazu werden pro ml Probe 0,08 ml 10% Dextransulfatl6sung und 1 ml 1 M 
Cateiumchloridldsung zugesetzt. Die Mischung wird 30 min bei 25 - 30°C geruhrt und anschliessend abzentrifugiert 
(18900 x g; 15 min; 4°C). Der Niederschlag wird verworfen und der Oberstand wird auf einem Amicon (Beverly, MA, 
USA) Spiralmodul S1Y30-Cross Flow zur Entfemung der Calciumionen gegen das dreifache Probenvolumen an 0,9 
% NaCI Losung bei Raumtemperatur dialysiert. 

[0076] Das diarysierte Material wird mit festem Ammoniumsulfat bei 4°C unter Ruhren bis zu einer Konzentration 
von 2 M versetzt. Dann wird noch 30 min geruhrt und anschliessend wird das gebildete Prazipitat 20 min mit 1540 x 
g bei 4°C abzentrifugiert. (Der Oberstand wird verworfen.) 

[0077] Der Niederschlag wird in Phosphat-gepufferter isotoner Kochsalzldsung pH 7,4 (in der Folge kurz PBS ge- 
nannt) resuspendiert und auf einem Amicon Spiralmodul S1 Y30 Cross Flow bei Raumtemperatur gegen das dreifache 
Probenvolumen an PBS dialysiert. Das dialysierte und durch Zentrifugation geklarte Material wird auf einer Hydro- 
xyapatitsaule (BioRad, Richmond, CA, USA; Macro Prep Ceramic Hydroxyapatit; 20 Microns; 50 ml Gel; ID = 2,6 cm) 
aufgetrennt. Dabei werden pro Lauf 200 ml Probe bei einer Fliessgeschwindigkeit von 2 ml/min auf die mit Puffer A 
(PBS, pH 7,4) aquilibrierte S3ule aufgetragen. IgA bindet an den Hydroxyapatit und kann mit 140 ml Puffer B (15 mM 
NaHPp4/Na2HP0 4 in PBS mit einem pH von 6,8) eluiert werden. 

[0078] Das mit Puffer B vom Hydroxyapatit eluierte Material wird auf einem Amicon Spiralmodul S1 Y30 Cross Row 
bei Raumtemperatur gegen das dreifache Probenvolumen 50 mM Natriumacetat/Essigsaure Puffer, pH 5,0, dialysiert. 
[0079] Das diarysierte Material wird mit einem Anionenaustauscher im Batch-Verfahren versetzt. Dazu wird der lo~ 
nenaustauscher (Fractogel® EMDTMAE 650(S); Komgrosse 0,02-0,04 mm; Merck, Darmstadt, Deutschland; 1 :2 sus- 
pendiert in 50 mM Natriumacetat/Essigs§ure Puffer, pH 5,0) so zur Probe zugesetzt, dass pro 10 mg Protein 2 ml Gel- 
Suspension vortiegen. Die Suspension wird Ober Nacht bei 4°C geruhrt. Ungebundenes Material wird Qber eine Nut- 
sche abgetrennt und das Gel 2 x mit 50 mM Natriumacetat/Essigsaure Puffer, pH 5,0 gewaschen. Anschliessend wird 
das Gel 2 Std. bei 4°C mit 50 mM Natriumacetat/Essigsaure Puffer + 80 mM NaCI, pH 6.0 geruhrt. Dann wird das Gel 
uber eine Nutsche von den durch diesen Puffer eluierten Proteinen abgetrennt. 

[0080] Das eluierte Material wird in einer Amicon ROhrzelle uber eine Diaflo Ultrafiltrationsmembran YM30 auf 10 
mg Protein/ml ankonzentriert. 

[0081] Dieses Material wird uber eine Gelfiltrationssaule Superdex® 200 Prep Grade HR 35/600 (Pharmacia-LKB) 
erfindungsgemass aufgetrennt: Pro Lauf werden 1 0 ml der Probe auf das in PBS, pH 7,4 aquilibrierte Gel bei einer 
Fliessgeschwindigkeit von 2,5 ml/min aufgetragen und isokratisch eluiert. Mit Hilfe dieser Setule kann ein Grossteil des 
noch vorhandenen IgG und anderer Verunreinigungen vom IgA abgetrennt werden (Abb. 1 zeigt die Gelfiltration auf 
Superdex® 200 HR 35/600). Die IgA-hattigen Fraktionen werden gesammelt, vereinigt und welter mit Protein G Se- 
pharose 4 Fast Flow (Pharmacia-LKB; in PBS, pH 7,4, aquilibriert) behandelt. Diese AffinitStschromatographie wird 
im Batch-Verfahren durchgefuhrt, wobei pro 50 ml Probe 1 ml Gel eingesetzt wird. Die Suspension wird uber Nacht 
bei 4°C geruhrt. Das Gel wird durch Zentrifugation von der Probe abgetrennt und 2x mit PBS, pH 7,4 gewaschen. 
Oberstand und Waschldsung werden vereint und in einem Dialyseschlauch (SpectraporMWC0 12.000- 14.000) gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. 

Das so hergestellte Endprodukt kann nun analysiert werden: 

[0082] Die Analyse uber Gelfiltration wird auf einer analytischen Superdex® 200 HR 1 0/30 FPLC-SSule (Pharmacia- 
LKB) mit PBS als Laufpuffer und einer Fliessgeschwindigkeit von 0,5 ml/min auf einer FPLC Anlage (Pharmacia-LKB) 
durchgefuhrt. Die optische Dichte (OD) wird bei 280 nm In einer Durchflusskuvette gemessen und gegen das Elutf- 
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onsvolumen (ml) aufgezeichnet. 

[0083] Das Ergebnis (Abb. 2) zefgt, dass das Endprodukt grdsstenteNs aus IgA-Monomeren und einem Antell von 
5-10 % IgA-Dimeren besteht, die sich in Losung aus IgA-Monomeren bilden. 

IgA-Aggregate liegen zu <2% vor. In einer auf >5 mg/ml ankonzentrierten IgA Losung kann IgG durch Radialimmun- 
diffusion nicht nachgewiesen werden, das bedeutet auf Grund des Sensitivitatslimits, dass weniger als 0,025 mg/ml 
IgG vorhanden sind. Das in erfindungsgemasser Weise hergestellte Endprodukt enthalt also weniger als 1% IgG. 
Plasminogen und Fibrinogen sind ebenfalls nicht nachweisbar (Tabelle 1). Die Ausbeute an IgA in Bezug auf das 
Startmaterial (die NaCI-extrahierte Paste) betragt 7 bis 12%. 

Tabelle 1 

[0084] Das Ergebnis der Reinigung von IgA (Ausgangsmaterial ist die durch 12% Athanol aus Cohnfraktion ll+lll 
gefatlte und mit 0,9% NaCI extrahierte Paste) 

[0085] Die Analyse von IgA, IgG und Plasminogen erfolgt durch Radialimmundiffusion (Mancini G., Carbonara A.O., 
Heremans J.R, Immunochemistry 2 [1965] 235-254); Fibrinogen wird durch die Methode von Ouchteriony (Acta Path. 
Microbiol. Scand. 26 [1 949] 507-515) nachgewiesen. 





IgA mg/ml 


IgG mg/ml 


Plasminogen mg/ml 


Fibrinogen 


Startmaterial 


1,3 


1,70 


0,41 


+++ 


Endprodukt 


5,4 


n.n. 


n.n. 


n.n. 



n.n. = nicht nachweisbar.. 



BEISPIEL2 

[0086] Wie in Belspiel 1 beschrieben, wird aus der durch 12 % Athanol aus Cohnfraktion ll+lll gefallten Paste durch 
RQhren in 0,9 % NaCI ein Extrakt hergestellt. 

[0087] Der noch trube Extrakt wird mit festem Ammonsulfat gefallt. Die Endkonzentration der Losung ist 2 M. Das 
Prazipitat wird 10 min mit 1540 x g bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Der Niederschlag wird in 
PBS gel6st und auf das Ausgangsvolumen aufgefullt. 

[0088] Anschliessend wird eine Dialyse (Dialyseschlauch: Fa. Spectrapor, MWCO 12-14 kD) gegen 0,9 % NaCI 
Losung durchgefuhrt. Das dialysierte Material wird durch Zentrifugation und Filtration durch ein 0.2 mm Filter geklart. 
[0089] Die so vorbe handelte Probe (2 ml Aliq uote) wird auf einer Superdex® 200 Prep Grade HR 16/60 Saule er- 
findungsgemass aufgetrennt und die IgA enthaltenden Fraktionen isoliert. 

[0090] Die erfindungsgemass isolierte Probe wird im reduzierten Zustand auf einer SDS-Gelelektrophorese nach 
dem System von Laemmli (Nature 227 [1970] 680-685) analysiert. Das Gel wird einer Proteinfarbung mit Comassie 
Brilliant Blue unterworfen und mit einem Video-Densitometer (BIORAD) ausgewertet. Die Intensitat (OD) der Banden 
wird gegen die Wanderungsweite im Gel (mm) aufgezeichnet. Die Hauptbanden stellen die schweren und die leichten 
Ketten von IgA dar (Abb. 3 zeigt die densitometrische Auswertung der SDS-Gelektrophorese; M LC" = light chain [leichte 
Kette], "HC M = heavy chain [schwere Kette]). Geringe Mengen der schweren Kette von IgG (<10 % von IgA) werden 
beobachtet. Diese Reste von IgG konnen durch eine anschliessende Protein-G-Sepharose-Behandlung entfemt wer- 
den. 

[0091 ] Diese Methode eriaubt die Isolierung von IgA nach Klarung des Ausgangsmaterials direkt uber die erf indungs- 
gemasse Gelfiltrationsmethode. 

[0092] Die Ausbeute am IgA In Bezug auf das Ausgangsmaterial (NaCI extrahierte Paste) betragt etwa 38 %. 
BEISPIEL 3 

[0093] Als Ausgangsmaterial fOr die IgA-lsoiierung wird ein Pool (mindestens 1 000 Spender) von humanem Plasma 
verwendet 

[0094] 800 mi dieses bet -20°C gelagerten Plasma-Pools werden aufgetaut, der Niederschlag (Kryoprazipitat) ab- 
getrennt und der Uberstand durch hochtourige Zentrifugation geklart. Der geklarte Uberstand wird mit dem gleichen 
Volumen an 14%igem Polyethylenglycol (PEG 6000) (14 % (w/v) in 0,1 00M Tris, 0,1 50M NaCI, pH 8,0) versetzt und 
16 h bei 4°C geruhrt. (Die Endkonzentration betragt 7 % PEG.) Dann wird 20 min abzentrifugiert (18900 x g, 4°C). Der 
Oberstand wird mit 21% (w/v) PEG 6000 in 0,1 0M Tris-HCI, 0,1 50M NaCI-Puffer, pH 6,5) auf eine Endkonzentration 
von 14 % PEG gebracht und wieder 16 h bei 4°C geruhrt. Dann wird abermals abzentrifugiert (6000 x g, 20 min, 4°C). 
Der Niederschlag wird mit 300 - 350ml 0,1 M Tris, 0,1 5M NaCI-H CI- Puffer (pH 8,0) gelost und 4x gegen je 5 I bidestil- 
liertes Wasser dialysiert (4°C, Dialyseschlauch mit 50 Kilo-Dafton (kD) Trenngrenze). Das Dialysat wird durch Zentri- 
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fugation geklart. Niedergeschlagenes Material wird verworfen. 

w^ et 0berstand dieser Zentrifugation wind mit 3 M Ammoniumsulfat. 0.040 M Tris. Essigsaure pH=7 6 auf 
fZ^TZTST'TrZ^ M *™™ niu ™»«* gebracht. Darn wird 1h bei 4«C geruhrt und aberrate abzenWugiert 

H°^L rt Jl!w 9renZe 9 f 9 f j6 5 J ' SOt0ne Kochsalz,6sun 9 dialysiert. Durch langsame Zugabe von 2.5 M ZnSO, (in 
destll.iertem Wasser gelost)zum Dialysatwird die Zinksulfatkonzentration in dieserLosung auf 0.1 M gebracht Gleteh 
ze,t,g w.rd durch Zugabe von 1 M Na 2 C0 3 in destiliiertem Wasser der pH auf 6 - 8 (vorzLgewe se 7? geSen D^nn 

Zm^Z2TZJtt 2 ™— 0 enthait etwa gieiche Mengen igA und 



Tabelle 2 



oun^hri^" 6 " 8 V6rt f" ng von '9°- '9 A - '9 M " nd Haptoglobin (Hp) in den Produkten der einzelnen Reini- 

szszszsxs von sr"" 0, bestimmt durch ^-"^-^ - * a—* <* 

Die Bereiche, ermlttelt in bis zu 5 getrennt durchgefuhrten Vereuchen, sind angefuhrt. 







Ausbeute 




% IgG 


lgA% 


%lgM 


%Hp 


%lgA 


Ausgangsmaterial 
Plasma (Kryo- 
Oberstand) 


11-18 


2-4 


0,7-2,0 


2-4 


100 


14%PEG- 
Niederschiag 


20-30 


10-15 


bis 0,5 


5-10 


57-75 


2 M Ammonsutfat- 

Niederschlag 
0,01 M Zinksutfat- 
Uberstand 


20-32 
2-5 


12-20 
30-50 


bis 0,5 
bis 0,5 


10-14 
30-50 


40-60 
10-20 


Rrvanol- 
Uberstand 


<15 


>85 


n.n. 


n.n. 


4-5 


nach Superdex® 
200 


<2 


>98 


n.n. 


n.n. 


2-3 


n.n. = nfcht nachwetebar. " 1 L 





k ? » ,? a ! dla *f erte Material nach der Zlnksulfatfallung wird mit 1 % Rlvanol (6.9-Dlamino-2-ethoxyacridlnlaktat 
15?^ uT Jf?" 9e,6St) 3Uf eine Endtonza "tration von 0.1 % (w/v) Rivano gebracht. Im Ser ReaktiS 
smkt der pH (durch Milchsaure-Freisetzung) ab. Mit 0,01 M NaOH halt man den pH ?er Mischungluf 8 8 0 An- 
schHessend wird 1 h be, Raumtemperatur gerOhrt und dann abzentrifugiert. Der Niedersch.ag Srd verworfen Ser 
Uberstand WW 13 bis 6x bei 4'C gegen bidestilliertes Wasser diaiysiert. Das Diaiysat wird Ober U WftrZ^ oLqs 
n^oV" n n0r ^ K ; On "™ hrZe " e - m,t ^«on-YM10-Membran. Amicon. Beverly. MA, USA) ankonzVntriert 9 

p°*f a "^ ng der S-Sepharose® Fast Flow: 4 ml der Gelsuspension werden entnommen, mit 6 ml 0 2 M 

Th « n P rf ' k"k Z t? tnfU9ation Sewaschen und als Suspension (1 Teil Gel. 1 Teil Puffer) in 0.01 M TrisA^uffer 
iVrf r.y 0 ? 6 '' Verwendun 9 wird ein Te » der Suspension abzentrifugiert, der Obe^tand veJworfen^nd 

dersoerhalteneGelkuchenfflrAdsorptionsversucheeingesezt: verworren una 

[0101] 5 ml Rivanol-Oberstand werden mit 2 M Tris-Base auf pH 8 titriert. Dieses Material wird auf o «; mi <i <s^h= 

™ ^- n , W ?f ' 9ere,ni9t: 2 - m, - Ali< ' U0te de * Uberstands werden auf einer Superdexi 200 Prep Grade HR 
16/60-FPLC-Saule (Pharmacia-LKB) chromatographiert. Die IgA-haltigen Fraktionen werden gelammelt und qeqen 
Wasser d.alys.ert. Dieses Materia, enthait laut Radialimmundiffusions-Anaiyse zu mindestens 9 8 T^!gG t unc 
toglobin konnten nicht nachgewiesen werden (<2%). 9 ^ 

[0102] Auch eine SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (reduziert. nach dem System von Laemmli) mit nachfolgender 
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^T^i n B -f olt 2 b ^f hrieben > nur noch di * Banden fur die schweren und die lelchten Ketten von IgA 
(Abb 4, IgA" bzw. -igQ- bezelchnen die Positlonen der schweren Ketten von IgA bzw. IgG; "Ig-LC" bzw "Hp- bezeich^ 
nen die Positlonen der leichten Ketten der Immunglobuline bzw. der Haptoglobin-Untereinhel^). 

BE1SPIEL4 



10 



15 



20 



25 



30 



40 



45 



50 



55 



[0103] Wie In der Patentanmeldung EP 0506 651 beschrieben, wird aus humanem Plasma eine Cohn IWII-Fraktion 
^nTf h t "IT"", "TV***"***" «xtrahien wird. Dieses Materia, wird mit Ethanol bei einem p ™Wert 
rtrtLrcttZ 7 ^ e : ne h Kon " ntratio " von 12 % «obei sich ein Niederschiag bi.det. der abgetS 

wird. Der Uberstand wird, wie beschrieben, mit einem Anionentauscher behandett M 

?™ A " io " entau f nermate ''< a ' mit den daran gebundenen Proteinen wird nun erfindungsgemass wetter be- 
2Sf n 9 WerdSn 1000 m ' d9St Wteser auspendleit und durch eine Sinter-Nutsche gezogen 
[0105] Das zuruckgehaltene Gelmaterial wird mit 2 I dest. Wasser gewaschen ' 

SSL. 25 rial ww mft 300 ml 0,5 M NaCI 0n dest Wasser 9e,ds,) vereetzt - 1 0 min bei 4 ° c 

n~ SST 1 ! 0 " I^ e " 0 3 " NaC, - Extrakr bezeichnet) wird abgehoben und steril filtriert. 
S at D H 6 o vfn^ ^"5 6 m, 9 8lCh 9 ^, SSen V ° ,Umen e ' ner L68Ung VOn 2 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Natriuma- 
2 aufitageT 9 ' ' M ^ Ammon,umsu » fat * a "' eine thiophile Chromatographie- 

[0109] Die Saule (Typ XR-16/20 von Pharmacia-LKB) 1st mit 30 ml Affi-T Thiophilic Agarose (Kem-En-Tee Kooen- 

mS C Sr a ^r 8i T Tl Tf^ USUn9 V ° n 1 M A*™*™"-* 0-05 M NatrLacetat pH 6.0 £S£ET 
[0110] Mrt e.ner Geschwindigkeft von 0,8 - 1,0 ml/min wird die Mischung Ober die Saule gepumpt. Ntoht gebundene 
Prote.ne werden mit 120 ml 1 M Ammoniumsulfat, 0,04 M Acetat pH 6,0 ausgewaschen, Jam, wfrd mtt 1 20 i m" 0 .6 M 
Ammoniumsulfat, 0,03 M Acetat pH 6,0 eine IgA-hattige Fraktion elu.ert. ResHiche noch gebundene ProSw ^werden 
Eriert wTd m TR ' S ' PH 8 auS98Waschen ' bevor dte Sau,a wieder .n 1 M Ammoniumsulfat, 0 05 cetat reequ I- 

KnVcu^ e,U,erte Frakti ° n Wifd 3X 9696,1 deSt ^ in ^seschlaucb mtt 

[01 12] Das dialyslerte Material (in Tabelle 3 als -Ammonlumsulfat-Eluaf bezelchnet) wird uber Ultrafiltration auf etwa 

3 J^ , o a r k0nZent ' 1ert " nd dann in 1 °- m| - A »^ ot ^ "ber eine Gelfiltrationssaule (Superdex® s™CGmde HR 
35/600, Pharmacia-LKB) chromatographiert. 

l«V^l 2* lgA - nalti 9 en Fraktionen werden gesammelt, gepoolt und mehrmals gegen PBS dialysiert 
0114 Die Ausbeute an IgA gemessen am IgA-Gehalt des -NaCI-Extrakts", betragt etwa 22 - 30 % (Tabelle 3) 
[0115] Das erfindungsgemass gereinigtes Material besteht bis zu 95 % aus IgA. wie durch Radiallmmudiffusions- 
JESlXXST T ^" abe,,e 3 ^ Abbildung 5 »W die SDS-PolyacrylamirGelelektrophorese ^ro^en 
Probe nach dem Laemml.-System und nachfolgende Densitometrie (Beschreibung In Beispiel 2) des Gels Nur die 
charakteristfechen Banden fur die schweren ("IgA-HC") und die ielchten C.GA-LC«) 9 Ketten 5es IgA s!nd ^ennbar 
0116] IgA mrt emer Reinhert von >99 % kann durch eine weitere Behandlung mrt Protein ^G-Sepharose Fast Row 
(Pharmacia-LKB) im Batchverfahren isoliert werden. r,ow 

Batch H voma i nde " ,st - Na <* 3 -6st0ndlger Inkubation unter SchOtteln wird die Protein-G-S^pharose mtt dem 
daran gebundenen IgG durch Zentrifugation abgetrennt. Der Oberstand wird gegen destilliertes WaLr dia^ert 
denh^h^f 8 f"^",^ W " rde , aUCh 3Uf Siner anal V tische " Superdex® 200 HR 10/30 Gelfiltrationssaule (Metho- 
To tVTSZ^n ? A Th P « - T* y ?n, ES *T* ZUm 9r6sSten Teil aus '9A-Monomeren mtt kleinen Mengen (5 - 
10 A) IgA-Dlmeren (Abb. 6; "D" = IgA-Dimere, »M" = IgA-Monomere, "A" = IgA-Aggregate). IgA-Aggregate lieaen 

ZLtunHTV" T er . Men9e K V ° n ^ % vor " ,n dem -rfindungsgemass heriesteTlL'Enirodukt 9 ^^^ 
thol h h ?! ,0n T n 9G mShr nacn 9 ewiesen warde "- Auf Grund des Sensibilttatslimits der angewendeten mI 
thode bedeutet das, dass weniger als 1 % IgG in der IgA-Praparation vorhanden 1st. 



Die prozentuelle Verte 
Gesamtprotein), bestimmt 
von IgA. Die Bereiche, emr 


nung von IgG una igA in den Produkten der einzelnen Reinigungsschritte (bezogen auf 
durch Radial-lmmundiffusions-Analyse, und die Ausbeute (in % des Ausgangsmaterials) 
littelt in 4 getrennt durchgefiihrten Versuchen, sind angefuhrt. 




% IgG 


%lgA 


% IgA Ausbeute 


NaCI-Extrakt 
Ammoniumsuifat-Eluat 


6-9 
5-12 


17-26 
70-85 


100 
35-47 
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Tabelle 3 (f ortgesetzt) 





% igG 


%lgA 


% IgA Ausbeute 




nach Superdex® 200 


4-9 


91-95 


22-30 
18-25 


Endprodukt 


n.n. 


>99 


n.n. = nicht nacfiwebbar 





BEISPIEL5 



101 1!? ?'! | 8^ SubMMMn ^»""men80l2un8 und die Verteilung von Kappa- und Lambda-Leichtketten in den ge- 
reinigten IgA-Praparaten a 

[0120] Die erflndungsgemass in Beispiel 1 , 3 und 4 hergestellten IgA-Praparatlonen wurden mit Hllfe von IqA-Sub- 
klassen-spezifischen Radialimmundiffusionsplatten (The Binding Site, Birmingham, England) aufihre IgA-Subklassen- 
Zusammensetzung getestet (Methode nach der Vorschrift der Fa. Binding Site) und mit einem Plasma-Pool (aus mehr 
als 1000 gesunden, erwachsenen Blutspendem gebildet) verglichen: Die Zusammensetzung der IgA-Subklassen in 
den erflndungsgemass hergestellten Produkten unterschied sich kaum von der des Normalplasmas (Tabelle 4) 
L 01 ^ 11 P.' e Leichtkettenzusan ™ensetzung des gereinigten IgA wurde mit Radialimmundiffusionsplatten der Rrma 
Behring (Marburg Deutschland) untersucht (Methode nach der Vorschrift der Fa. Behring). Es konnten keine Unter- 
schiede lm KapparLambda-Verhaltnis zwischen gereinigtem IgA und einem Standard-Plasma-Pool (in dem das Kappa- 
Lambda-Verhaltnis alter Immunglobulinklassen gemessen wurde) beobachtet werden (Tabelle 5) ' 
ES ^ ^ erflndUn9S ^ aSS * -nerZusammensetzung dem im 



Tabelle 4 



Die IgA-Subklassenzusammensetzung der gereinigten IgA-Praparate, gemessen durch radiale Immundiffusion 




% lgA1 


%lgA2 


Piasma-Pool 
IgA aus Beispiel 1 
IgA aus Beispiel 3 
IgA aus Beispiel 4 


79 
78 
76 
75 


21 
22 
24 
25 



Tabelle 5 



Die Leichtkettenzusammensetzung von gereinigtem IgA, gemessen durch radiale Immundiffusion (Auswertunq In 

Units/dl) 




Kappa/Lambda 


Plasma-Pool 
IgA aus Beispiel 3 


0,99 
0,95 



BEISPIEL 6 

Die Austestung der biologischen Wirksamkeit der gereinigten IgA-Praparate 

[0123] Die Fahigkeit der IgA-Produkte, nach ihrer erfindungsgemissen Reinigung Bakterien zu erkennen und zu 
binden, wird in einem Testsystem untersucht: 

[0124] Von einer E. coil-Suspension (Nr. COPOS4, 1.39 x 1010/ml) weitlen 20-ml-Aiiquote entnommen und in 1 4 
ml erfindungsgemass hergestelltem IgA (1 mg/ml) bzw. als Kontrolle in 1,4 ml human Plasma-Pool (1 mg/ml IgA) 
suspendiert. 0,1 ml einer 1%<w/v)-L6sung von bovinem Serumalbumin in PBS (In der Folge kurz PBS/BSA qenant 
werden zugegeben. Es wird 60 min bei 4»C unter gelegentlichem SchOtteln inkublert. Dann wird abzentrifugiert (Ep- 

t \ ITi^' 5 min • 4 ' C) U " d dlS Bakterien Werden 4X mi ^ e 1 ml PBS/BSA gewaschen. Die Bakterien werden 
J 5 ml PBS^SA resuspen d ert. Di eS e Suspensionen werden mit je20 ml eines fluoreszenzmarWerten Anti-human- 
gA-Ant.korpers (Fluorescein (DTAF) conjugated Affi pure rabbit F(ab)2 anti human IgA (alpha chain spec.), Jackson 
ImmunoResearch West Grove, PA, USA) versetzt und 60 min bei 4'C unter gelegentlichem SchOtteln inkubiert. Dann 
wird 4x m.t je 1 ml PBS/BSA gewaschen, in je 0,5 ml PBS/BSA suspendiert. Die Bindung von IgA und fluoreszenz- 
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markiertem Anti-human-lgA an die Bakterien wird in einem Fluorescence-activated-Cell-Sorter (Typ* FACStar-Plus 
Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) gemessen. 

[01 25] Als Leerwert dienen Bakterien , die zwar mit dem f luoreszenzmarkierten Antikorper, nicht aber mft IgA-haltigem 
Produkt (sondem statt dessen mit reinem PBS) Inkubiert wurden. Die Analyse zeigt (Abb. 7, die x-Achse definiert die 
Intensitat der Fluoreszenz und die y- Achse die Anzahl der detektierten Bakterien), dass das erfindungsgemass isoiierte 
igA an Bakterien gleich gut bindet wie das IgA aus dem Plasma-Pool. 74 % der Bakterien, die mit Plasma-lgA und 77 
% der Bakterien, die mit erfindugsgemass gereinigtem IgA inkubiert waren, haben igA gebunden. 
[0126] Dieses Ergebnis zeigt, dass die biologische Funktion des IgA, an bestimmte Bakterien zu binden, auch nach 
der erfindungsgemassen Reinigung erhalten bleibt 

BEISPiEL 7 



Lyophilisation und Hitzebehandlung des isolierten IgAzur Inaktivierungeventuell vorhandenerviraler Verunreinigungen 

[0127] 4 ml elnes erfindungsgemass hergestellten IgA-Praparats mit einer igA-Konzentration von 1 0 mg/ml werden 
lyophilisiert. Anschliessend wird das gefriergetrocknete Material im Lyophilisationsflaschchen befeuchtet (durch Zu- 
gabe von 7 % Wasser im Vergleich zum Gesamtgewicht der Probe). Danach erfolgt eine Hitzebehandlung von 10 h 
bei 60°C sowie anschliessend 1 h bei 80°C im dicht verschlossenen Gefass. 

[0128] Die behandelten Proben werden mit PBS auf das Ausgangsvolumen rekonstituiert und die so erhaitenen 
Losungen uber Gelfiltration (beschrieben in Beispiel 1) auf einer Superdex* S200 HR 10/30 FPLC-Saule analysiert 
Abbiidung 8 ("M" = IgA-Monomere, "D" = IgA-Dimere, °A n = IgA-Aggregate) zeigt, dass auch nach Lyophilisation und 
Hitzebehandlung das IgA zu mehr als 96 % aus IgA-Monomeren (fnWusive IgA-Dimeren) besteht. 

BEISPIEL 8 



Hitzebehandlung von gelfistem IgA 

[0129] Erfindungsgemass Isoliertes IgA wird in destilliertem Wasser in einer Konzentration von 0,4 mg/ml gelost und 
in einem Wasserbad bei unterschiedlichen Temperaturen unterschiedlich lange inkubiert. 

[0130] Anschliessend wird das Material auf einer Superdex® 200 HR 10/30 Gelfiitrationssaule, wie in Beispiel 1 
beschrieben, analysiert. 

[0131] Der Vergleich mit einer unbehandelten IgA-Praparation (siehe Abb. 2 Oder Abb. 6) zeigt, dass weder bei einer 
Erhitzung auf 60"C wahrend 30 min (Abb. 9), noch bei einer Erhitzung auf 40*C wahrend 8 Std. (Abb 10) Aggregate 
gebildet werden. Selbst bei einer SstQndigen Erwarmung auf 40<>C und einer nachfolgenden 8stundigen Erhitzung auf 
50°C(Abb. 11) werden wenigerals 2% Aggregate beobachtet In den Abbildungen 9-11 bezeichnen "M°, n D" bzw "A" 
die Positionen der IgA-Monomere, IgA-Dimere bzw. IgA-Aggregate. 

BEISPIEL 9 

[0132] Eine im wesentlichen aus IgA und IgG bestehende Probe wird auf vom Material her unterschiedlichen aber 
gleich dimensionerten Gelfiltrationssaulen analysiert, urn den Einfluss von hydrophoben und/oder elektrostatischen 
Wechseiwirkungen mit den Saulenmaterialien zu testen. Dazu werden gleich grosse Aliquote auf die Saulen aufge- 
tra 9 erl , un _ d mit j dentischen Elutionsbedingungen (0,5 ml/min) isokratisch eluiert. 

[0133] Die folgeriden Analysen wurden in Gelfiltrationssauien, die mit Phosphat gepufferter 0,15-M-NaCI-Ldsung 
aquiiibriert waren, durchgefuhrt (Fliessgeschwindigkeit: 0,5 ml/min, Messung der optischen Dichte (OD) bei 280 nmV 
[0134] Auf einer Superdex® 200 HR 10/30 Saule (Pharmacia-LKB) werden IgG und IgA ebenso getrennt (Abb 12) 
wie auf einer Superose® 6 HR 10/30 Sauie (Pharmacia-LKB) (Abb. 13). 

[0135] Wird die Gelfiltration unter Bedingungen hoher lonenstarke (2 M NaCI) durchgefuhrt, so ist auch auf der 
Superdex® 200 HR 1 0/30 Saule keine Ware Trennung mehr mfiglich, da die Protein-Peaks zusammenwandern (Abb 
14). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Trennung von IgA und IgG auf Superdex® 200 nicht nur auf dem 
Unterschied im Molekulargewicht (IgA: 162 kD, IgG: 153 kD [Heremans J.F., Immunoglobulin A, In: The Antigens Vol 
2 (1974) S. 365-522; Academic Press, New York 1974]) beruhen, sondem auf unterschiedlichen hydrophoben und/ 
Oder elektrostatischen Wechseiwirkungen von IgG und IgA mit dem Saulenmaterial. 



PatentansprOche 

1 . Stabiles pharmazeutisches Praparat bestehend aus wenigstens 70%, bevorzugt 90% humanem, monomeren IgA 
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erhaltlich durch 

(a) Reinigung einer Immunglobulin-hartigen Fraktion mlttels elner Gelpermeationschromatographie und/oder 
einer thlophilen Chromatographic, so dass ein monomeres IgA mit einem Anteil an IgG von weniger als 10 
Gew.% am Gesamtimmunoglobulin erhalten wird. 

(b) Durchfuhrung eines Verfahrens zur Inaktivierung von Viren. 

2. Stabiles pharmazeutisches Praparat nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, dass als Verfahren zur Inaktivierung von Viren eine Hitzebehandiung durchgefuhrt 
wird. 

3. Stabiles pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet! dass das 
IgA das lgA1 und lgA2 in einer nativen Zusammensetzung enthalt. 

4. Stabiles pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass es frei 
von Fibrinogen ist. 

5. Stabiles pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass es frei 
von Plasminogen ist. 

6. Stabiles pharmazeutisches Praparat gemaB einem der Anspruche 1 bis 5 formuliert zur oralen oder mukosalen 
Verabreichung. 

7. Stabiles pharmazeutisches Praparat nach einem der vorherigen Anspruche, welches zusatzlich pharmazeutisch 
akzeptable Hllfs- und Zusatzstoffe enthfilt. 

8. Verfahren zur Herstellung eines virussicheren stabilen pharmazeutischen Praparats bestehend aus wenigstens 
70%, bevorzugt 90% humanem, monomeren IgA, welches die folgenden Schritte umfasst: 

(a) Reinigung einer Immunglobulin-haltigen Fraktion durch elne Gelpermeationschromatographie und/oder 
eine thiophile Chromatographie durchgefuhrt, so dass ein monomeres IgA mit einem Anteil an IgG von weniger 
als 1 0 Gew.% am Gesamtimmunoglobulin erhalten wird. 

(b) Durchfuhrung eines Verfahrens zur Inaktivierung von Viren. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren zur Inaktivierung von Viren ein Er- 
hitzen des monomeren IgA umfasst. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass als Immunglobuiin-haltige Frak- 
tion humanes Blutserum, Plasma, Plasmafraktionen oder Colostrum verwendet wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass als Ausgangsmaterial die Cohn 
II + ill Fraktion verwendet wird. 

12. Verfahren nach Anspruche 8 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, dass das Ausgangsmaterial vorgereinigt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass eine Gelpermeationschromatographie mit hydro- 
phi len/hydrophoben bzw. elektrostatischen Wechselwirkungen vorgenommen wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass als weitere Reinigung eine Affi- 
nrtatschromatographie durchgefuhrt wird. 

15. Verfahren.nach einem der Anspruche 8 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass als Verfahren zur Inaktivierung 
von Viren eine Hitzebehandiung zwischen 40°C und 80°C, am meisten bevorzugt zwischen 50°C und 65°C, uber 
einen zur Inaktivierung von Viren ausreichend langen Zeitraum durchgefOhrt wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass eine Dialyse gegen Wasser vor 
einer Hitzebehandiung durchgefOhrt wird. 
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17. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekeniaeichnet, daB als Immunglobulin-haltige Fraktion Plasma Oder eine 
Plasmafraktion verwendet wlrd und die Reinigung an einer thiophllen Matrix erfolgt 

Claims 

1 * cSJbe oWamed e by iCal Preparat '° n consistin 9 of * least ™ %• preferably 90 %, of human, monomer IgA which 

(a) purifying an immunoglobulin-containing fraction by means of gel-permeation chromatography and/or thi- 
oph lie chromatography, so that a monomer IgA having a proportion of IgG of less than 10 wt.% of total immu- 
noglobulin is obtained. 

(b) Carrying out a process for inactivating viruses. 

2. Stable pharmaceutical preparation according to claim 1 , 

characterised In that heat treatment is earned out as a process for inactivating viruses. 

3 ' f!!? 6 ™ aceut,ca | P re P arati ° n according to one of claims 1 or 2. characterised in that the IgA contains the 
lgA1 and lgA2 in a natural composition. 

4. Stable pharmaceutical preparation according to one of claims 1 to 3, characterised In that it is free of fibrinogen. 

5. Stablepharmaceuticalpreparationaccordingto 

6. Stable phaimaceutical preparation according to one of claims 1 to 5 formulated for oral or mucosal administration. 

? ' J?* Sf a rK hamiaC f w! 08 ' pre P aration a «»rding to one of the previous claims, which additional contains pharma- 
ceutically acceptable auxiliaries and additives. H 



8. Process for producing a vims-safe, stable pharmaceutical preparation consisting of at least 70 %, preferably 90 
A, of human, monomer IgA, which comprises the following steps: 

(a) purifying an. immunoglobulin-containing fraction by means of gel-permeation chromatography and/or thi- 
oph lie chromatography carried out, so that a monomer IgA having a proportion of IgG of less than 1 0 wt % of 
total immunoglobulin is obtained. ' 

(b) Carrying out a process for inactivating viruses. 

9 ' ™^w* n9 10 ° laim 8 ' CharaCter,8ed that the process for '"activating viruses comprises heating the 

10 ' rr^,r JOrdin9 1° °Z * C ' aimS 8 ° r 9 ' cnaracter,sed *" a * ""rnan blood serum, plasma, plasma fractions 
or colostrum is used as the immunoglobulin-containing fraction. 

11 ' mateS % ° ° ne ° f da,mS 8 ,0 10 ' cha ™cteri*«<* In that the Conn II + III fraction is used as the starting 

12. Process according to claims 8 to 11. characterised In that the starting material is prepurified. 

13 ' drS 8 ^° rd L n9 K t0 da,m 8 ' characterised in * ha * gel-permeation chromatography is carried out using hy- 
drophihc/hydrophobic or electrostatic interactions. a * 

14 ' P ^.^ ordin 9 tooneo,clairns8to ^.characterised In that affinity chromatography Is carried out as further 

15. Process according to one of claims 8 to 14. characterised In that heat treatment between 40°C and 80»C in 
most cases preferably between SO'C and 65'C, ■ over a period of time sufficiently long to inactivate viruses is 
earned out as a process for inactivating viruses. 
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1 6 ' JeXenr 00 ^'" 9 10 °" e ° f * l ° 15 ' character,sed ,n that aoalnrt water is carried out before heat 



17. Process according to claim 8. characterised In that plasma or a plasma fraction is used as the immunoalobulin 
containing fraction and purification takes place on a thiophiiic matrix. immunoglobulin- 

Revendlcations 

1 ■ l7£T^T™£T P T nt Stab ' e ' ^ m ° inS 70 % ' dS Pr6,6renCS * 90 % ^munoglobuline 

(a) epuration d'une fraction contenant de rimmunoglobuline, au moyen d'une chromatographie a permeation 

d igG inferleure a 10 % en poids sur I'lmmunoglobuline globale. 

(b) ex6cution d'un precede d'inactivation des virus. 

2. Preparation pharmaceutlquement stable selon la revendication 1 , caracterlsee en ce que I'on effectue un traite- 
ment a la chaleur comme precede d'inactivation des virus. enecrue un traite- 

4 - SXtede Sb h r s ?ne Ut,qUement ^ ** 1 * 3 ' caracterte* en ce qu'e.ie est 

5 " e P X r ?de p^rnlnogS;r ment ^ ^ ** ™ M ™ 1 a 4 - caracter.see en ce qu'e.ie es, 

6 ' Tu muct 0 aie PharmaCeirtlqUement "** ^ revendlcatlo " a 1 * 5. formulee pour .'administration orale 

7. Preparation pharmaceutlquement stable selon I'une des revendications prec£dentes oui content M m... 
additlfs et des adjuvants acceptable pharmaceutlquement. P^entes, qui content, en plus, des 

8 ' S ^/ d .f ? pre P arat,on rfune Preparation pharmaceutique stable, constituee d'au moins 70 % de preference de 
90 % d'lgA monomere sOre envers les virus ; comprenant ies Stapes ci-apres : preference de 

?, ) r^ r !l! 0n f '! Cti0n contenant de ''immunoglobuline. au moyen «fune chromatographie a permeation 
sur gel et/ou d'une chromatographie thlophlle, de maniere a obtenir une IgA ayant u"e pwrZTtaG 
infeneure a 1 0 % en poids sur I'immunoglobuline globale. proporaon ae ige 

(b) execution d'un precede d'inactivation des virus. 

9 ' de^mo^^ 

1 °" nm^fntnrr,-'' Une / eS / eVendiCati0nS 8 ° U 9> <*" <* utilise, comme fraction contenant de 

I .mmunoglobul.ne, du serum sanguin humaln, du plasma, des fractions de plasma ou du colostrum 

f^c?o d n CohnVl U ut ^ reVendiCati ° ns 8 3 10 ' ca '~ * ri «* •» - 0«'on utH.se comme mafcriau de depart .a 
12 ' ratS d8 Sel °" reV6ndiCations 8 a 11 ' «"**e"*e «n ce qu'on soumet le materiau de depart a une pre-6pu- 

13. Precede selon la revendication 8, caracterise en ce qu'on effectue une chromatographie a perflation sur ael 
avec des effets mutuels, hydrophiles/hydrophobes ou electrostatiques. permeat.on sur gel, 
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Abb. 1 
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Abb. 3 
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Abb. 4 
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Abb. 5 
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Abb. 6 
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Abb. 7 
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Abb- 8 
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Abb. 9 
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Abb. 1 0 
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Abb. 11 
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Abb. 12 
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Abb. 14 
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